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EPIGRAFE (54) 

Meio de cultura diferencial para a de- 
tecgao das leveduras Zygosaccharomyces 
bailii e Zygosaccharomyces bisporus 



FfGURA ( para interprerafao do re sumo) 



RESUMO (max. 1S0 patavras) 



® 



A invengao refere-se a urn meio de cuftura para detectar leveduras pertencentes as 
especies Zygosaccharomyces bailii e Zygosaccharomyces bisporus permitindo reduzir 
drasticamente o tempo e trabalhos envolvidos na identrficagao convencional destas 
especies. A detecgao das referidas especies exige apenas aelabora?ao de um meio de 
cultura e a sua inocula?ao. O meio de cultura, pH 4,50 ± 0,05, apresenta a seguinte 
composi?ao: sulfato de amoniatO^/o, p/v), dihidrogenofosfato de potassio (0,5%, p/v), 
sulfate de magnesio heptahidratado (0,05%, pA/) ( cloreto de calcio dihidratado (0,013%, 
p/v), verde de bromocresol (0,005%, p/v), agar (2%, p/v), glucose (0,1%, p/v), acido 
formico (0,4%, v/v) e vitaminas e oligoelementos em conformidade com adescrigao da 
patente. O verde de bromocresol no meio confere-lhe uma coloragao verde que e 
convertida a azul por aquelas especies, apos 48 horas de incubagSo. 



Descricao: 



0. 



Meio de cultura para a deteccao das leveduras Zygosaccharomyces bailii e 
Zygosaccharomyces bisporus 

A presente invencao refere-se a um meio de cultura, selectivo ou diferencial, para 
a ^de t eccao," a-par tir— de— 4^-4ker as;~- das -l ev eduras - Z ygosa cc h ar omyces- - bailiL a . 
Zygosaccharomyces bisporus, duas das mais perigosas especies em termos de 
deterioracSo alimentar. Este meio constitui uma alternativa as tecnicas convencionais 
para o despiste rapido destas especies, permitindo reduzir drasticamente o tempo e 
trabalho envolvido na identificacao convencional destas especies. Com efeito, 
normalmente, o estudo da microflora de leveduras presentes nos mais diversos habitats 
(e.g. alimentos, natureza) envolve uma primeira fase de isolamento das estirpes, atraves 
da utilizacao de meios de cultura selectivos para leveduras em geral, e uma segunda fase 
de identificacao das estirpes isoladas, atraves da utilizacao de metodos convencionais 
e/ou baseados na biologia molecular. Estes metodos classicos de identificacao de 
leveduras baseiam-se numa serie de caracteristicas de reproducao vegetativa e sexual, e 
incluem uma vasta gama de testes fisiologicos e bioquimicos. Trata-se de um trabalho 
muito exigente, que nao da resultados em menos de uma ou duas semanas, e que requer _ 
muita experiencia para uma correcta interpretacao dos resultados. Os metodos de 
identificacao baseados na biologia molecular sEo, em regra, mais c&eres que os classicos, 
mas tambem exigem alguma experiencia do operador e envolvem equipamentos e 
reagentes dispendiosos. 

O meio de cultura a que se refere a invencao garante resultados a partir das 48 
horas de incubacao. Esse meio de cultura e constituido por um meio base mineral, 
suplementado com vitaminas, oligoelementos e fontes de carbono e de energia. O meio 
base apresenta a seguinte composifSo: sulfate de am6nia (0,5%, p/v), dihidrogenofosfato 
de potassio (0,5%, p/v), sulfate de magnesio heptahidratado (0,05%, p/v), cloreto de 
calcio dihidratado (0,013%, p/v), verde de bromocresol (0,005%, p/v) e agar (2%, p/v), 
devendo o pH ser acertado a 4,50 ± 0,05 com um acido forte. Os compostos do meio 
base s5o dissolvidos em 4/5 do volume previsto de agua desionizada. A esterilizacao e 
realizada em autoclave, a 121°C, durante 20 minutos. No volume restante de agua s3o 
dissolvidos os seguintes compostos do meio: glucose (0,1%, p/v), acido fbrmico (0,4%, 
v/v), solucSo de oligoelementos A (0,05% v/v), solucao de oligoelementos B (0,05% v/v), 
solucao de vitaminas (0,05% v/v) devendo o pH ser acertado a 4,50 ± 0,05 com HC1 1 
M. Esta solucao e esterilizada por filtracao. Esta solucSo e o meio base sao temperadas a 




- „ n m eio completo e homogeneizado e distribuido 
50 ± 5°C antes da sua O meto ™P ^ a ^ ^ 

assepticamente por carxas de Pem. A sol^ * ^ A 
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^r^rco. a - — * — r e :ir, 

espaihatnento, e~to ou apnea*, de urna go* J^^Slo « — 
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Meio de cultura diferencial de acordo com a reivindica9ao 1, 2 e 3, caracterizad 
por conter todos os componentes h excep9§o do agar, para detectar leveduras das esp^cies 
Zygosaccharomyces bailii e Zygosaccharomyces bisporus em vinhos, ou outros produtos 
alimentares contendo popula96es mistas de leveduras. 



6° 

Meio de cultura diferencial de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por ser 
.urn m&odo para a detec$ao de leveduras das esp6cies Zygosaccharomyces bailii e 
Zygosaccharomyces bisporus ,a integrar em galerias de testes de identifica9ao de 
leveduras. 
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Reivindicacoes: 




1° 

Meio de culture diferencial caracterizado pelo facto de ser um m&odo para 
detectar rapidamente leveduras das especies Zygosaccharomyces bailii e 
Zygosaccharomyces bisporus, constitmdo por sulfate- de amdnia (0,5%, p/v), 
dihidrogenofosfato de potassio (0,5%, p/v), sulfate de magnesio heptahidratado (0,05%, 
p/v), cloreto de calcic- dihidratado (0,013%, p/v), verde de bromocresol (0,005%, p/v), 
glucose (0,1%, p/v), acido f6rmico (0,4%, v/v), pH 4,50 ± 0,05, agar (2%, p/v), vitaminas 
e oligoelementos. 

Meio de cultura diferencial de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo 
facto das leveduras das especies Zygosaccharomyces bailii e Zygosaccharomyces 
bisporus, quando crescidas neste meio, conduzirem a uma viragem de cor do meio, de 
verde para azul, a partir de 48 horas, constituindo um metodo para o despiste rapido de 
leveduras destas especies. 



3 a 

Meio de cultura diferencial de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por ser 
um m6todo para a deteccao de leveduras das especies Zygosaccharomyces bailii e 
Zygosaccharomyces bisporus, pelo facto destas especies conduzirem a uma viragem da 
cor do meio de verde para azul ou a formacao de col6nias azuis, quando crescidas num 
meio contendo glucose, acido formico e verde de bromocresol. 

/ 

/ 4° 

Meio de cultura diferencial de acordo com a reivindicacao 1, 2 e 3, caracterizado 
por ser um metodo para a deteccao de leveduras das esp6cies Zygosaccharomyces bailii e 
Zygosaccharomyces bisporus em vinhos, ou outros produtos alimentares contendo 
■ popuiacoes mistas de leveduras. 



1 



# — I 



descritos no exemplo 1, e permitem concluir que a suspensao contem ou nao celulas das 
especies Zygosaccharomyces bailii e/ou Zygosaccharomyces bisporus, consoante 
ocorram ou nao colonias de colora9ao azul. 

Exemplo 4 

Como os exemplos 1 e 3, mas utilizando dcido f6rmico nas concentra?5es 0,2 ou 

incuba$£o pertencem as especies Zygosaccharomyces bailii e/ou Zygosaccharomyces 
bisporus. Adicionalmente, no caso de aparecimento no meio de colonias de colorafao nao 
azul, permite concluir a presen9a de leveduras pertencentes a outras especies. 
Nesta situa95o o meio comporta-se como diferencial 



Como os exemplos 1 e 3, mas utilizando &cido f6rmico na concentrafao 0,5 (%, 
v/v). Todas as estirpes em que as colonias ficam azuis ap6s 96 horas de incubafao 
pertencem as especies Zygosaccharomyces bailii e/ou Zygosaccharomyces bisporus. 
Nesta situa9ao o meio comporta-se como selectivo nao permitindo o crescimento de 
outras especies que possam estar presentes na amostra. 



Como o exemplo 1, mas utilizando o meio sem agar distribuido em tubos de 
ensaio ou em microplacas. Todas as estirpes que conduzirem a uma viragem da cor do 
meio de verde para azul a partir das 48 horas de incuba9ao pertencem sis especies 
Zygosaccharomyces bailii ou Zygosaccharomyces bisporus. 
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Os requerentes 
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devendo o pH ser acertado a 4,50 ± 0,05 com um acido forte. Os compostos do meio 
base s2o dissolvidos em 4/5 do volume previsto de agua desionizada. A esterilizacao e 
realizada em autoclave, a 121°C, durante 20 minutos. Jsfo volume restante de agua sao 
dissolvidos os seguintes compostos do meio: glucose (0,1%, p/v), acido f6rmico (0,4%, 
v/v), solucao de oligoelementos A (0,05% v/v), solucao de oligoelementos B (0,05% v/v), 
solucao de vitaminas (0,05% v/v) devendo o pH ser acertado a 4,50 ± 0,05 com um acido 
forte. Esta solucao e esterilizada por filtracao. Esta solucao e o meio base sao 
temperadas a 50 ± 5°C antes da sua mistura. O meio complete e homogeneizado e 
distribuido por placas de Petri. A solucao de oligoelementos A tem a seguinte 
composi9ao:- H3B03 (1%, p/v), KI (0,2%, p/v), Na 2 Mo0 4 • 2 H 2 0 (0,4%, p/v). A 
1 solugSdde oligoelementos B tem a seguinte composicSo: CUSO4 • 5 H2O (0,08%, p/v), 
FeCl 3 • 6 H 2 0 (0,4%, p/v), MnS0 4 • 4 H 2 0'(678%; p/v),-ZnS0 4 • 7-H 2 0 (0,8%, p/v) e 
acido cloridrico (HC1, 0,012 % v/v). A solucao de vitaminas tem a seguinte composicao: 
biotina (0,001%, p/v), pantotenato de calcio (0,08%, p/v), mio-inositol (4%, p/v), 
niacina (0,16%, p/v), hidrocloreto de piridoxina (0,16%, p/v) e hidrocloreto de tiamina 
(0,16%, p/v). O indicador acido-base (verde de bromocresol) no meio confere-lhe uma 
coloracao verde que e convertida a azul pelas especies Zygosaccharomyces bailii e 
Zygosaccharomyces bisporus. Adicionalmente, a mudanca de cor das colonias para azul 
e uma caracteristica especifica destas especies e pode ser visivel no meio a partir 48 
horas de incubacSo. 

Cada uma das estirpes de levedura a identificar, previamente isolada, € inoculada 
neste meio, sob a forma de estriamento ou de uma simples risca, e incubada a 30°C. 

Todas as estirpes em que o meio fica azul a partir de 48 horas de incubafao pertencem 
especies Zygosaccharomyces bailii ou Zygosaccharomyces bisporus. 

Como o exemplo 1, mas em que, ao inves de se inocular celulas de meio solido se 
inoculam suspensoes de celulas de uma estirpe. O procedimento para a inocula9ao 6 o 
referido no texto introdut6rio desta sec?ao e os resultados obtidos sao idSnticos aos 
descritos no exemplo 1. 



Exemplo 3 

Como o anterior, mas aplicado a suspensoes celulares de popula9oes mistas de 
leveduras, para al&n de Zygosaccharomyces bailii e Zygosaccharomyces bisporus. Neste 
caso, para inocular, filtra-se sob vdcuo, atrav^s de uma membrana filtrante esterelizada 
(porosidade de 0,45 fim), uma aliquota da suspensao. Os resultados sSo similares aos 



